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要約：非侵襲的な出生前遺伝子診断技術として，母体血中の胎児有核赤血球（NRBC）を用い
た技術が注目されている．しかしながら，母体血中にはごくわずかな数のNRBCしか循環し
ていないため，どのように効率よく回収・同定するかがこれまでの課題であった．今回，抗
CD45 抗体磁気ビーズを用いて白血球系の除去をおこなうことで，NRBC同定の効率化を試み
た．抗 CD45 抗体磁気ビーズ処理により全体の細胞数を減少させることによりNRBCが濃縮
され，回収・同定の効率化が実現した．さらに，スライドグラスに塗抹された全細胞に占める
有核細胞の割合が減少することで，顕微鏡観察においても効率化の効果が得られ，最終的な
NRBCの同定数を 1.8 倍増加させるということが判明した．また，これまでスライドグラスに
塗抹された細胞からのNRBC同定は顕微鏡下の目視により行われてきたが，今回，われわれ
は細胞自動検出機を用いることにより検出の自動化を試みた．その結果，目視で検出する場合
と比べ，作業時間の大幅な短縮と作業負担の劇的な軽減に成功した．細胞自動検出機を用いる
効果は作業時間，作業負担の減少にとどまらず，最終的に検出されるNRBC の同定数を約 3
倍に増加させることが確認できた．抗CD45 抗体磁気ビーズ処理と細胞自動検出機を併用する
ことにより，NRBC回収・同定の効率化が相乗的に高まるだけでなく，結果としてNRBCの
検出・同定効率を高めることにもつながった．このようにして同定したNRBCに対して FISH
解析を実施し，実際に性別判定を試みたところ，羊水診断による性別判定で男児と診断された
2例については，どちらもXYシグナルをもつ細胞を確認できた．
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　胎児の染色体異常や遺伝子異常を診断するために
は，現在，羊水穿刺や絨毛採取などにより胎児細胞
を採取する方法が行われている．しかし，これらの
方法は少なからず流産リスクを伴う．妊娠すると母
体血中には胎児由来細胞が流入する事実が確認され
ている．そこで，母体血中の胎児細胞を分離・回収
することにより非侵襲的に胎児の遺伝子診断をおこ
なう研究がなされてきた1）．母体血中に存在する胎
児由来細胞には，リンパ球，栄養膜細胞，有核赤血
球（NRBC）などが知られているが，われわれは
NRBCをターゲット細胞として研究を進めている．
NRBC は，通常成人血中には存在しないこと，妊
娠初期の胎児血中に多数存在し，母体循環への移行
も多いこと，母体血中での寿命が短いため，前回の
妊娠の影響を受けないこと，細胞の形態的識別が容
易なことなどが挙げられる．母体末梢血中に存在す
るNRBCは母体血有核細胞の 105 ～ 106 に 1 個と著
しく少数しか存在せず2，3），いかにNRBCを効率よ
く回収できるかが大きな問題であった．NRBC は
核を持つため，胎児由来とすれば遺伝子診断に大き
な武器と成りうる．
　これまでわれわれはレクチン法を用いたNRBC
の濃縮・回収法について報告してきた4，5）．その結
果レクチン法はNRBC の回収に有用ではあるもの
原　　著
昭和医会誌　第72巻　第 4号〔 471-478頁，2012〕
471
p471_鈴木稚子0219.indd   471 2013/03/01   15:50:23
鈴　木　稚　子・ほか
472
の，細胞ロスも考えられた．そこで今回は，このレ
クチン法を用いず，抗CD45 抗体磁気ビーズによる
白血球系の除去に加え，細胞自動検出機を用いるこ
とによって，より回収率の高い方法を検討した．
研 究 方 法
　1．NRBCの分離
　昭和大学産婦人科通院中の妊婦で，羊水穿刺予
定の妊娠12週から妊娠19週の妊婦11名を対象に，
羊水穿刺前に母体末梢血 7～ 14 mL を EDTA採血
管に採取し PBS で 2 倍に希釈した後，Histo pa que
比重液（比重 1.095 g/mL）による比重遠心法によ
る赤血球分離（一次分離）を行った．回収された
血球分画を洗浄し，抗 CD45 抗体磁気ビーズ
（Dynabeads CD45, Invitrogen）100μL を加え，30
分間緩やかに混和した．磁気デバイスにチューブを
置き，上清を回収することにより白血球の除去を
行った（二次分離）．
　2．NRBCの染色と同定
　スライドグラス上に遠心塗抹した細胞は，メタ
ノールにより固定した．細胞の染色はディフ・ク
イック染色液（シスメックス社）を使用した．自動
細胞検出機（カールツァイス社製サイトジェネ
ティック スキャニング システムMetafer）により
NRBC 候補細胞の一次検出を行った．自動細胞検
出機はスライドグラス上に塗抹された細胞を高速で
スキャンし，RCDetect ソフトウエアが撮影された
画像からリアルタイムに有核細胞を検出して候補細
胞の画像およびスライドグラス上の座標を記録す
る．今回，候補細胞の検出にはRCDetect ソフトウ
エアを本研究用に最適化し組み込んだ．具体的に
は，NRBCの特徴（核が丸い，核が濃く染まる，細
胞質の割合が大きい等）を基準に細胞を選別できる
ように画像処理のパラメーターを調節し，色味は
ディフ・クイック染色したNRBC に対して最適と
なるように設定した．候補として選別された細胞を
最終的には目視にて観察し，NRBCを同定した．対
照実験としての目視のみによるNRBC の検出・同
定には，ニコン顕微鏡（Ti-E）を用いた．
　3．FISH解析
　FISH 解析は北川ら4）の方法に従って実施した．
プローブはCEP X/Y DNAプローブキット （Vysis
社），およびCEP 21p/Xq/Yp FISH プローブ（GSP
研究所）を使用した（Fig. 2）．FISH 反応後の観察
は，Carl-Zeiss 社製 Cytogenetic Scan System を使
用した．
結 果
　1．抗 CD45 抗体磁気ビーズによる白血球除去
　妊娠 12 週から妊娠 19 週の妊婦 11 名について，
母体血からのNRBC 単離を試みた．Histopaque 比
重分離後の血球細胞を対象に抗CD45 抗体磁気ビー
ズによる白血球除去をおこなった．抗CD45 抗体磁
気ビーズ処理の効果を測定するため，処理前と処理
後の細胞数を計測して比較した．いずれの検体にお
いても，細胞数を大幅に減らすことに成功し，2.8
倍から 5.7 倍濃縮することができた（Table 1）．実
際に白血球が除去されているかどうかを確認するた
め，抗CD45 抗体磁気ビーズ処理をしていないサン
プルと抗CD45 抗体磁気ビーズ処理をしたサンプル
の細胞塗抹像を観察して比較した．抗CD45 抗体磁
気ビーズ処理をしなかった場合は白血球等有核細胞
が多く見られるが（Fig. 1A），抗 CD45 抗体磁気
ビーズ処理をしたサンプルにおいては，有核細胞の
割合が大幅に減少しており，結果として赤血球が多
く観察された（Fig. 1B）．全血 1 mL あたりに換算
した細胞数は，抗CD45 抗体磁気ビーズ処理前が平
均 1.9 × 106 cells だったのに対し，抗 CD45 抗体磁
気ビーズ処理後は平均 0.5 × 106 cells になり，平均
3.8 倍の濃縮をすることができた（Fig. 1C）．
　2．自動細胞検出機によるNRBC検出の効率化
　自動細胞検出機によるNRBC 検出能力の評価の
ため，NRBCが多数検出された検体において，目視
によるNRBCの検出数，および自動細胞検出機によ
るNRBCの検出数を比較した（Table 2）．Table 2
においては，全血 1 mL当たりの細胞数に換算して
いるので，仮に検出率が同程度ならば，同程度の細
胞数を検出することになる．しかし実際には，抗
CD45 抗体磁気ビーズ処理をしなかった場合，目視
で 89 細胞のNRBCが検出できたのに対し，自動細
胞検出機を使った場合は約 3 倍である 269 細胞の
NRBCを検出することができた．また，抗CD45 抗
体磁気ビーズ処理をした場合も同様な傾向が見ら
れ，目視で 160 細胞の NRBC が検出できたのに対
し，自動細胞検出機を使った場合は約 2.9 倍である
463 細胞の NRBC を検出することができた．この
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結果から，自動細胞検出機を用いることにより，作
業効率が上がるだけではなく，検出効率が大幅に向
上することがわかった．また，目視か自動細胞検出
機には関わらず，抗CD45 抗体磁気ビーズ処理をす
ることにより，それぞれ約 1.7 倍，1.8 倍の検出率
の向上が観察された（Table 2）．
Table 1　NRBC enrichment by CD45 depletion
CD45 treatment
Patient
ID
Sex
Gestation 
period
Blood collection
（mL）
Before
（× 106 cells/mL）
After
（× 106 cells/mL）
Concentration
factor
1 M 19w1d  4.5 2.9 0.8 3.6
2 F 16w2d 14.0 1.4 0.3 4.8
3 M 12w0d 14.0 1.5 0.4 4.3
4 F 16w2d 14.0 1.4 0.4 3.2
5 F 16w0d 7.0 1.1 0.3 4.1
6 F 16w0d 7.0 2.1 0.4 5.7
7 M 14w4d 12.0 1.9 0.5 4.0
8 F 18w5d 12.0 1.5 0.5 2.9
9 F 13w4d 12.0 2.3 0.7 3.4
10 F 19w4d 11.9 1.8 0.5 3.5
11 M 17w3d  6.0 3.6 1.3 2.8
Fig. 1　NRBC enrichment by CD45 depletion
Table 2　Number of detected NRBCs in 1 ml 
peripheral blood of a case
CD45 depletion
without with
manual detection  89 160
automated detection 269 463
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　3．FISH 解析による性別判定
　今回NRBC を単離・同定した検体のうち 5検体
について，XYプローブを用いた FISH 解析をおこ
ない，性別判定を試みた（Table 3，Fig. 2）．検体
1から検体 4については，GSP 社のプローブを使用
し，検体 6についてはVysis 社のプローブを使用し
た．両者に大きな違いが見られなかったのもの，
GSP 社のプローブを用いた場合，バックグラウン
ドがほとんど見られず，比較的良好な染色結果が得
られた（Fig. 2）．検体 1については，8細胞中 1細
胞においてXYシグナルが確認された．当該検体は
後の羊水診断により男児妊娠であることが判明し
た．また，検体 3 については，7 細胞中 4 細胞に
XYシグナルが確認できた．さらに 3細胞に XYY
シグナルが確認された．この検体についても羊水診
断により男児妊娠であることが判明した．その他の
3検体においては，ほとんどの細胞がXXシグナル
を示し，Yシグナルは検出されなかった．これらの
検体については羊水診断により女児であることが判
明した．
考 察
　母体血中の胎児細胞を用いた胎児遺伝子診断の先
駆的研究を行ったのは Bianchi らのグループであ
る．1990 年細胞表面抗原である CD71 を用いた
FACS 法で，妊婦末梢血からNRBC の濃縮に成功
した6）．また，Gänshirt-Ahlert らは，やはり表面抗
原を用いたMACS 法による診断法を開発して報告
した7）．このように，母体末梢血中の NRBC を用
いた遺伝子診断技術の臨床応用を目指すために，米
国 NIH 主導により，1995 年より他施設共同研究
（NIFTY study）が行われた8）．この研究は胎児の
染色体異常を検出する精度を検証する目的で，妊娠
10 ～ 24 週の妊婦 2744 例を対象に，FACS，MACS
法により回収したNRBC分画を回収し，FISH法に
て X，Y染色体，および 21，18 番染色体の数的異
常について検討した．しかし，その結果，FACS で
13％，MACS で 48％の症例でXY細胞が同定でき
たに過ぎず，また，XY細胞の偽陽性率の 11％と高
く，細胞表面抗原を用いたNRBC の分離には限界
があることが示された．
　1995 年高林らは，非連続密度勾配比重遠心法を
用いて NRBC rich な分画を回収し，染色した
NRBCを形態的に識別した後，顕微鏡下にてmicro-
manipulation 法で回収し，PCR 法を用いてY染色
体を同定することにより胎児診断の可能性を示唆し
た9）．1996 年関沢らは同様な方法で回収した細胞を
random primer を用いた全遺伝子増幅を行い，
Duchenne 型筋ジストロフィーの診断に成功し
た10）．また，北川らは，ガラクトースに特異的に
結合するレクチン（SBA: soy bean agglutinin）が
細胞膜にガラクトースを多く発現している赤血球系
細胞に選択的に結合することを利用した新しい
NRBC 分離法を開発し，その有用性を報告した4）．
今回，よりNRBCの回収率を高めるため，抗CD45
抗体磁気ビーズによる白血球系の除去を加えた方法
を試みた．その結果，スライドグラス上に塗抹した
細胞像が格段にきれいになり，目視においても自動
検出機においてもNRBC の検出がより容易になっ
た（Fig. 1，Table 2）．また，観察すべき総細胞数
が減少した分，スライドグラスの使用枚数も減少し
た．CD45 抗体磁気ビーズ使用群と非使用群におけ
る正染性 NRBC の検出・同定数は抗 CD45 抗体磁
気ビーズ使用群のほうが 1.7 倍高く，抗 CD45 抗体
Table 3　FISH results for enriched NRBCs
Patient 
ID
Sex
Gestation
period
No. of 
NRBCs
for FISH
No. of 
NRBCs 
with XX 
signal
No. of 
NRBCs 
with XY 
signal
No. of 
NRBCs 
with one X 
signal
others no signals
1 M 19w1d  8  6 1 0 0 1
2 F 16w2d 25 21 0 3 1 （XXX） 0
3 M 12w0d  7  0 4 0 3 （XYY） 0
4 F 16w2d 23 21 0 0 1 （XXX） 1
6 F 16w0d 18 15 0 1 0 2
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磁気ビーズによる白血球除去の効果は予想以上に高
かった．
　今回使用した細胞染色にはディフ・クイック染色
法を選択した．これまで報告してきたメイギムザ
（MGG）染色に比し，染色操作が容易であり，多く
の検体を短時間で処理することに優れている．ま
た，細胞障害も少ないことが知られており，FISH
法をおこなう前の操作としては優れていると考えら
れる．また，ディフ・クイック染色液によるNRBC
の染色具合もMGG染色より優れており，小核リン
パ球との区別がこれまでよりも容易になった（Fig. 
3）．今回，ディフ・クイック染色液で染色した
NRBC を自動選択するために，自動検出機に組み
込まれたソフトの最適化を行った．その結果，目視
と比べ約 3倍の検出率が増加していることがわかっ
た．さらに抗CD45 抗体磁気ビーズ処理によっても
NRBC の検出率が増加しており，両者を組み合わ
せると，約 5.2 倍の検出率の増加があった．本研究
で使われた抗CD45 抗体磁気ビーズ処理と自動検出
機を組み合わせて使用することで，非常に効率的に
NRBCを同定することができるようになった．
　今回の FISH 法では GSP 社製の CEP 21p/Xq/
Yp FISH プローブを使用した．このプローブは従
来から使用しているVysis 社製のプローブと比較し
てシグナルの大きさが小さいものの，シグナル強度
は十分であり，バックグラウンドが非常に低いとい
う特徴がある（Fig. 2）．そのため，シグナルの判定
における曖昧さを減少させることができ，診断をす
Fig. 3　Difference between Diff-Quik and MGG staining. Compared to the  
MGG staining, it is easier to distinguish a NRBC from a WBC with a 
small nucleus in the Diﬀ -Quik staining.
Fig. 2　Detection of XY signal in 
NRBC. Probes for X （green）, 
Y （red） and 21 （yellow） 
chromosomes were used. 
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る際に利点があると考えられる．今回NRBC を単
離・同定した検体のうち，5 検体について XYプ
ローブを用いた性別判定をおこなったところ，男児
妊娠と判明した 2検体においてXYシグナルを示す
細胞を確認できた（Table 3）．その他の 3検体は女
児妊娠であり，正答率は 100％であったが，検体 1
においてXYシグナルが観察できたのは 1細胞のみ
であり，診断という面では少し課題が残った．ま
た，検体 3の 3 細胞にXYYシグナルが観察された
が，以前より母体血を循環している胎児細胞はアポ
トーシスが開始されているという報告があり11），
DNAの断片化によりYシグナルが 2つに分かれた
可能性がある．今後症例数を重ね，多くのYシグ
ナルを観察してゆくなかで原因を追及したい．
　現在研究されている母体血を用いた無侵襲胎児診
断は，現時点で 18，21，X，Yのプローブを用いた
染色体の数の診断であるが，今後，アレイ CGHや
次世代シーケンサーを利用することで，診断可能範
囲がさらに広がる可能性を秘めている12, 13）．また，
最近，母体血漿中の cell free DNAを用いた胎児染
色体スクリーニング法が開発され14，15） 臨床応用が
開始されたが，胎児染色体の数的な異常に対する精
度の高いスクリーニング法であり，われわれの対象
である NRBC は whole genome を持つことより，
優位性が高いものと考えている．今回報告した無侵
襲胎児診断法の利点は，①羊水検査や絨毛採取など
に比して流産リスクが無く，安全に実施できるこ
と，②早期に診断がつくため妊婦や家族の不安を解
消できること，③結果に対し十分な考える時間的余
裕があることなどが挙げられる．今後，この方法が
さらに進化し，実用化される時点において，カウン
セリング体制の整備に加え，診断時期や診断範囲，
確定診断やFollow up 体制など様々な克服すべき問
題が存在することも事実である．今後，症例数を重
ね，より精度の高い技術開発を行い，一般臨床に応
用することを目指したい．
　本研究は，昭和大学医学部医の倫理委員会の承認をえ
ている．承認番号：61-2
　また，本研究の一部は，文部科学省科研費 23591602 お
よびほくりく健康創造クラスター補助金で行われた．
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ENRICHMENT AND AUTOMATED DETECTION OF 
NRBC FROM MATERNAL BLOOD
Wakako SUZUKI and Ikuo HONMA
Department of Physiology, Showa University School of Medicine
Akihiko SEKIZAWA
Department of Obstetrics and Gynecology, Showa University School of Medicine
Michihiro KITAGAWA
National Center for Child Health and Development
　Abstract 　　 We are focusing on fetal Nucleated Red Blood Cells （NRBC） as a target for noninvasive 
prenatal diagnosis.  It is important to enrich fetal NRBC from maternal blood because the number of 
NRBC circulating in maternal peripheral blood is very small.  We report here beneﬁ cial impacts of CD45 
depletion and an automated detection system on the enrichment of NRBC.  CD45 depletion using CD45-
magnetic beads dramatically reduced the number of nucleated cells from a fraction after density gradient 
centrifugation.  CD45 depletion enhanced the detection rate of NRBC as well as the detection eﬃ  ciency. 
We used a Cytogenetic Scan System （Carl-Zeiss） to automatically detect and identify NRBC on slides. 
Compared with manual scanning under a microscopy, the automated scanning reduced time and labor 
and also increased the detection rate of NRBC three fold.  The identiﬁ ed NRBC were analyzed by ﬂ uores-
cent in situ hybridization （FISH） to verify their sex in ﬁ ve cases.  We deﬁ nitely detected NRBC with XY 
signal in two out of two male cases.
Key words :  Nucleated red blood cells, NRBC, prenatal diagnosis, CD45, fetal cells
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